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Ausdereuropdischen Patentanmelduny mftderVerSffentllchungsniiminer (EP-A) 0 171 024 8ind Dertvate 
des Hirudin und ihre gentechnisch Heratellung beicannt 
5 Es vMJide nun geftinden, da& das Hirudin-Derivat der Aminosfiureaequenz 

0 1 10 
Leu- Thr- Tyr- Thr- Asp- Cys- Thr- Glu- S«r- Cly- Cln- Asn- Leu- Cya- 
10 20 

Leu- Cy 8- Glu- Gly- S er- Aan- Val- Cys- Gly- Gin- Gly- Aen- Lye- Cys- 

30 40 
I le- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly- Glu- Ly s- Asn- Gin- Cys- Val- Thr- Gly- 

SO 

Glu- Gl y- Thr- Pro- Ly a- Fro- Gin- Ser- His- Asn- Asp- Gly*- Asp- Fhe- 
60 

» Glu- Glu- I le- Pro- Glu- Glu- Tyr- Leu- Cln 

aine Raha von Vortallan aufwalat in diaaar Saquanz wuida die Nunnarlanjng gamflQ EP-A 0 171 024 baiba- 

haltan. 

25 Das Hirudin und saina Darlvate waiaan untamchiadlichd biologischd Aktivftttauf, vvas auf aina untsrschlad- 
licha Aff inittt zum TTirembln und/odar aina untaiachiadlicha Stabilitflt zurOckfiafQhrt waidan kann. Daa arfin- 
dungaoamflOa HIrudln-Darivat zaichnat aich Qbanaachandarwalaa durch aina baaondare AktivHflt aua. 

Waitarhin wi^a gafundan, da& daa arfindungaganifl&a HIrudin-Ddrtvat basondare vortailhaft in Hefan 
axprimiart wird. Wia Varglaichavaraucha zaigtan, arfblgt aina Exprasaion von anaiogan Hirudin-Darivatan, die 
30 N-tarminat nriit Thr-Tyr odar Oa-Tyr baginnan, nur mft nladrigan Auabautan. 

Die Exprasaion aua Hafazalan iat nicht nur daahalb vortalhafft wail daa Hirudln-Darlvat saloatlart wird, 
aondarn vor aDam daahalb, wafl aa praktlach quantltativ in riditlg gabitator Fdrm vorliagt und hoha Aktlvtttt 
zaigt 

Dia Figur 1 zaigt Klonlarungavalctoran zur Gawinnung ainar OanatruMur, diafOr daa Hafe-MFa-Vbrlflufer- 
35 protain und das arflndungaoanrdOa HITudindarivat codlart Dia Figur 2 zaigt ainan Hafii-ExpraaalonavaklDr mit 
diaaar Oanatruktur. 

Dia Harslallung daa arf indungag^n^n Hirudin-Darlvata Icann aalbatvarattndllch auch naeh andaran Ma- 
thodan arfdgan, beiaplalawaiaa durdi E x pr aaal on In Balclarian odar In hflharan aukaryotlaehan Zailan wia In- 
aaldanzallan odar tiarischan Zaiian. Bavorzugt wild Jadoch dia E xpr a aal on aua Hafisayatoman, baiaplalawaiaa 
40 untar Varwandung dar Hafa-Artan, wia sia in dar EP-A 0 243 227 au^gafQhrt sind. z. B. Pichla paatoria, 
Hanaanula pdymorphia, Schizoaaccharomycaa pomba odar bavorzugt Sa o ch a romy o aa caravisiaa. 

VUdoran fOr dia Expraaalon In HaliMi aind In grofiar Zahl bakannt baiaplaiawaiaa aua EP-A 0 060 057, 0 
088 632, 0 116 201, 0 121 884, 0 123 544 und 0 195 691. Dia HarBtaiiung daa arf indungaganififian Hlrudln- 
Darlvata wird im fblgandan anfiand daa Haita-a-Faktorayatania baachrtaban, ¥vaa Jadoch nur ala baiapialhaft 
45 zu varstahan ist, da in an aich baicanntar Waiaa auch andara ExpraaaJonaayatama aingaaatzt wardan k5nnan. 
Die Struldur daa Hafa-Pharoniongana MFa iat bakannt aua Kuijan und HarsMcovftz, Call 30 (1982) 933- 
943, wo auch dia Mflgllchkalt dar Expraaalon andarar Gana und dia Sakretlon dar Ganprodulda dlakutiart wird. 
DiaabazQglich kann auch auf Bralca at al., Prec Nati. Acad. Sci. USA81 (1 984, 4642 -4646, varwiaaan waidan. 
Ala Hafavaldoran wardan vortaflhaft aoganannta *ahuttl^-VBlctoran varwandat, dia ainan bakterialan 
so Plaamid- und ainan Hafdpla8mid-Rdpiikationaur8prung aowia Qana zur Salaktlon in baidan Wlrtaayataman 
aufwaiaan. Famar ant haltan adcha Viaktoan dia zur Expraaaton franodar Gana notwandlgan Promotor s aquan- 
zan und gagebananfaila zur Vart>aasarung dar Auabauta aina TarminatorBaquanz, ao da& daa hatarologa Oan 
- z w actonanig fuaionlart an aakratorlacha Slgnala - zwiachan Promotor und Tarmlnator angaordnat Iat 
Dia Erf indung wird durch die folgandan Baiaplala nflhar arlflutart Piozantangaban bazlahan aich auf daa 
55 Qawteht 
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B«lsptol 1: Kbfiftrulctlon dM ExprMstonrnklori 

Zundchst wird dl DNA-Sequenz I (Tabell 1 ) nach dem Phosph itverfahren synt hetisiert Diese DNA-Se- 
quenz oodiert fQr die Aminosfluren 49 bis 80 des MFa-Vorl§uf rproteins und ntspricht im wesentlichen der 

5 natOrlichen DNA-Sequenz. 

Die DNArSequenz I wM zunichat als Sonde zur ladierung des Gena fOrden a-Faktor verwend^ und hioF- 
zu mit »P nnarldert MIt Hife dIeserSonde wird aus einergenoniischen Xgtll-Hefegenbank (wie ale InzwIsGhen 
handelsOblich und z. B. bei aontech Laboratories inc. 4055 Fabian W^y, Palo AltD. CAd4303 erhaltlich sind) 
das Gen isdiert Dazu warden Xgtll-Phagen. die das a-FalOoryen tragen, in einem Raque- 

10 Hybridisierungsexperinient Identifiziert Phagen aus als positiv identrflzlerten Plaques werden isoii^ ver- 
mehrt und die DNAgewonnen. Diese wird mit EooRI gespalten und auf einem 0,8%-igen Agarosegei analysiert 
Nach einem "Southern transfsr-Experiment wird die Membran gegen die "PwnarkiertB DNA-Sequenz I hy- 
bridlsiert Phagen-DNA, die ein ca. 1 ,75 kb-Fragment aufwelst, das gegen die DI^A-Sequenz I hybridisiert wird 
emeutmitdem Enzym gespalten und das entsprechende Fragment isollert Der Vektor pUC 19 wkd mitEooRl 

15 geoffnet und ntlt dem 1 .75 kb-Fragment mit T4-IJgase umgesetzt Man er hSIt den Klonierungsvektor 1 . 

In der l^elie 2 slnd die Klonierungsvektoren aufgefOhrt. die alle auf Basis eines pUC-Piasmids konstrulert 
wurden. Die Tabellezelgt hierfoei nurdie Polyllnte^Reglon dieser Vektoren in derObltehen 5^-9'-Rlchtung, wo- 
bel die MFa-Sequenzen durch punktierte und die Hirudin-Sequenzen durch gestrtehelte Unlen angedeutet 
sind. Durx^hgezogene Union bedeutsn pUC- bzw. Unker-Sequenzen. Die Flgur 1 zeigt diese Klonierungsvek- 

20 torsn schenrattech und ntoht ma&stabsg^reu. 

Mit dem IJgatk)nsgemisch wird der Stamm E odi 79/02 transformiert WelOe Kok>nien werden Isoliert, 
hieraus die PlasmM-DNAgewonnen und Rasmlde. die das 1 ,76 kb-EooRI-Fra$pnent enthalten, klenWIzlert 
Die nalflrilche DNA-Sequenz des VorlfiufsrprotelnsfQr MFa enthdlt Im Bersteh der Codons IQr die Amino- 
sawen 8 bis 10 sine Psti-Schnlttstelie und in Bersk;h der Codons fOr die Aminosduren 48/49 eine Taql- 

25 Schnittstelle. Aus der Isollerten Piasmkl-DNA wird nun durch Umsetzung mit Pstl und TaqI das Fragment iso- 
liert dasfOrdie Aminosfluren 9 bis 48 der MFapVMiflufeiaequenz oodiert DerVektorpUCId wkd mItPsd und 
Kpnl geOffh^ und mit dem Psd-Taql-Fragment sowie mit der synthetischen DNA-Sequenz I mit Hlfe von T4- 
Ligase umgesetzt Mit dem LJgatk>nsgemisch wird E. ooli 79/02 transformiert Das Transformattonsgemisch 
wird auf iPTG-Xgal-Ap-Platten ausplattlert WeiOe Kokmien werden isoliert und die Plasmkl-DNAdieser None 

30 durch RestrMonsanalyse charakterisiert Man erhilt so den Kkmierungevektor Z der fOrdle Aminosfiursn 8 
bis 80 der MFa-Vortflufersequenz oodiert 

Aus dem Klonierungsveklor 2 wH durch Umsetzung mit PsU und Kpnl die genannts oodlersnde Sequenz 
ausgeschnitten und in die im folgenden beschrlebene Ugierung eingebracht Hierzu wird der Klonierungsvelc- 
tor 1 mit EooRI und partial mit Pstl umgesetzt und das die Codierungssequenz IDr die ersten 8 Aminosfiursn 

35 der MFa-Voriiufersequenz umfessende Fragment toiiert Weltarhin wird der Vektcr pUC19 mit EooRI und 
Kpnl gedffnet und mft den bekJen beschriebenen Fregmenten ligiert wobel der Kk)nlerungsvektor 3 entsteht 
Dieser oodiert fQr die ^esamte Vorl&ufmequenz des MFa bis zur Aminosdure 80. 

Ate Ausgangsmaterial fQr den grSiUsn Ibfl der Hlrudin-Sequenzdientdas in der EP^0 171 024 als "DNAp 
Sequenz T wiedergegebene synthetiache Gen, das in der vorliegenden Tabelie 1 als DNA-Sequenz IV aufge- 

40 fQhrt ist In dieser Sequenz sind die l^e^riktfonsenzym-Schnittstellen durch Unterstreichung hervoigehoben: 
Im Berelch der Aminosduren 1 bis 3 schneMet Aod, im Berek:h der Aminosiuren 30/31 BamHI und. begkmend 
mit dem letzten Stop-Codon. Sad. Am 5'-Ende des Gens findet sich die Qberhflngende Sequenz fQr Xbal und 
am 3'-Ende die Qberhflngende Sequenz fQr Sail. 

Dieses synthetisGhe Gen wurde In zwei "Men subMoniert (Figursn 1 und 2 In der EP-A0 171 024). DIeae 

46 Subldonierungsvektoren sind in der Tabelie 2 unter Nr. 4 (entsprechend Figur 2 von EP-A 0 171 024) bzw. 8 
(entsprechend der Figur 1 von EP-A 0 171 024) wiedergegeben. 

Der Ktonierungsvektor 4 wird mit Hindi und Htndlil geWnet und die iinearlsierte DNA wird mit der DNA- 
Sequenz II (Tabdie 1) ligiert In dem so erhaitenen IConierungsvekfor 5 ist an der stumpfendig ligierten Stdie 
eine Nooi-Schnittstdle geblidet woiden. 

so Aus dem Klonierungsvektor 8 wird das fQr die Hirudin-TeOsequenz codierende Fragment durch Tdalver- 
dauung ml BamHI und Acd herausgeschnitten. Dieses Fragment wind dann mit dem Klonierungsvektor 3. der 
mit BamHI und Kpnl geOffhet wurde, sowie mit der DNArSequenz ill (Tabelie 1) ligiert In der DNA-Sequenz 
ill sind die letzten (M Codons In der gietehen Welse numerlert wie In der DNA-Sequenz iV (nMIe 1). Man 
erhilt so den KtonierungsvelctDr 7. der fQr die ersten 80 Aminos&iren der Vorl&ifsrsequenz von MFa und die 

55 ersten 30 Amlnosfiursn des erfindungsgemaOen Hk-udin-Derlvato oodiert wie durch DNArSequenzanalyse 
bestitigt wurde. 

Aus dem Klonierungsvektor 6 wird mit BamHI und Hkidiii das Fragm nt ausgeschnitten, das fOr die Aml- 
nosfluren 31 bis 84 von Hirudin oodiert Dieses Fragment wird in den mit den gieichen Enzymen geOffheten 
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Kk>nierung9velctor 7 ligiert wobel der tOonierungavefclDr 6 erhalten wird, der fOr die «rst n 80 Aminosiuren 
der MFa-Vortdufefsequenz und die gesamte Sequenzdes erflndungsgemiOen H{rudln-Derlval8 oodlert Die 
Struidur dieses Pi^ids wtrd durch Restriictlonsanalyse bestStigt 

Das Plasmid Yep13 (Broach t al., Gene 8 (1979) 121) wtrd mit BamiHI sedffnel und die uberstehend n 
5 Enden mil Ktonow^olymerese aiifgelQIlt Die DNA wird mit Ethanol gefiOt und mit allcaliaGher 
Rindeipiiosphatase behandelt 

Aus dem Kfonlerungsvelctor 8 (TabeOe 2) wird mit Ncol und EcoRI das fOr das IHirudln-Deilvat und die \A>r- 
idufersequenz des MFa oodierende Fragment ausgeschnttten und die ubeiBtehenden Enden wie twschrieben 
auligefOiit 

10 Die beiden stumpfendlgen DNA-Sequenzen weiden miteinander ligiert wobei die Plasmide pafHih7 und 
pofHirld (FIgur 2) entstehen. Diese beiden Plasmlde unterschelden sich nut in der Orientlerung des insertler* 
ten FragmentBs. 

WIe in der EP-A0 1 71 024 beschrieben, icann hinterdie insertierte Sequenz ein Terminator eingesetztwer- 
den (Figuren 4 bis 6 der EP-A 0 171 024). HierfOr eignen sich die Ncol- und/oder die BamHI-Schnittstelien. 

15 Nach Ampiif illation der Plasmld-DNA in E. ooli MM294 wird das Plasmid pofHirl 7 in die Ijsudn-bedQrftigen 
Hefeslfimme Y79 (a,trp1-1.leu2-1) (Cantreli etai.. Proc. Acad. Natl. Sd. USA 82 (1985)8250) undDM8-8(a/a 
Ieu2-3,112::ura3*/leu2::lya2*. trpl'/lipr, hIaS-ll. 16ftiis3-11, 15, urBTAjraar, ly92Vlyar, aig4-17/arg4+ 
ader/adel") {Maya IHanna, Dept IMol. Biol. Massachusetts Generei Hospital. Boston. USA) nach der Uthium- 
Methode von ito. H. et al., J. Bactsrioi.. 153 (1983) 183 transformiert Koionlen. die auf seiektivem Medium 

20 ohne L^udn-Zusatz wachsen kdnnen. warden isoiiert und vereinzelt Hefe-Minlmalmedium wird mit den ein- 
zelnen Koionlen belmpft und 24 Stunden bel 28^ InicublerL Die Zellen werden abzentrifuglert und der Obei^ 
stand in einemThrombln-Hernnte^auf HIrudinaidtvltitQberprQrL Aus Hefeldonen, deren Obeistand Hirudin- 
Aidtvitat zelgt wild die PlaOTiid-DNAreisoli^ und durch Ftestriktlonsanalyse charalderislert Die transformiep- 
tsn hiefeslimme werden fQr die foigenden Exprassionsvsrsuche eingeselzt 

28 

Belspiei 2: Expraesion 

10 ml Hefavollmediumwird mitZelen, dleaiueinerfriachen Obemachtkuitureinesnadi Beisplal 1 erhal- 
tsnen Stammes aus seieidlvem Medium entnommen wuiden. so belmpft da& eine optlsche DIchta ODaoe ■ 
30 0.1 errelcht wird. Die Kuitur wird 8 Stunden bei 28<i:geschOtfeBit worauf 90 ml fHsches Medium zugesetzt W8^ 
den. Anschiie&end wind die Kuitur fQr weltere 20 Stunden geschOttelt Die Zeiien werden abzentrmigiert und 
die HlrudinaidhMt bn Oberatand bestimmt 

Beisplel 3:AiifBrbeltui^ 

39 

Nach Beisplel 2 erhfiritener Obefstand wird auf pH 3 bis 5 angesiuert und auf eine mi 0,1 M Esaigsaure 
iquilibrlerts Adsorptionssdule mit einem por5sen Adsorberharz aus einem Copolymer von Styrol und DMnyt- 
benzol (•DIAK)N HP 20) gegeben. Nach Waschen mit THs HQ (pH 8.5) und 60 mM Esslgsdurs erfdgt die 
Button nrrit 30 %lgem isopropanol. Die das Hlrudln-Derivat enthaKenden Fraktlonen weiden versinigt und fiber 
40 eine Q^EPHAROSE€>-S§ule gerslnlgt die mit 20 mM Piperazin • HO (pH 8) aquflibriert wurde. Die Elution 
erfdgt hierbei Qbereinen 0- 0,25M NaO-Gradienten. Die das Hirudin-Derivatenthaltenden Fraktlonen werden 
emeut versinigt und durch HPLC Qber eine C18-"Reversed Phase'-Chromatographlesdule gereinigt Daa so 
erhaltene Relnproduld wird anachlieftend efcier autonnatlslerten Protslnsequenzanalyse unterzogen. 

45 Belaplel 4: Vergtolchsbelspiel 

Ver19hrt man gemfl& Beisplel 1, setzt Jedoch an SteOe der DNA-Sequenz iii (Tabelle 1) die foigenden Se- 
quenzen ein, so kann man fan Oberatand der Hefekultur nur ekie minimaie Hirudin-Aktivltit nachwelsen. 



(Pro) Leu Asp Lya Arg Thr (Tyr) 

5* CT TTG GAT AAA AGA ACC T 

55 Ilia 3' CAT GGA AAC CTA TTT TCT TGC ATA 

(Kpnl) (AccX) 
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1 2 

(Pro) L u Asp Lya Arg II (Tyr) 
g 5* CT TTG GAT AAA ACA ATA T 

11 lb 3' CAT CGA AAC CTA TTT TCT TAT ATA 
(Kpnl) 

10 Bei Verwendung dar DNA-^equenz lllb enthaHsn dia den KtCHiiflrungsvektofan 7 und 8 (TaMIe 2) ant- 
aprachandan Vaktoran nicht dia Accl-Schnttkatella. 



Tabelle 1: DNA- Sequenzen 



15 



50 55 
I. 5' C GAT GTT GOT GTT TTG CCA TTC TCC 
3' TA CAA CGA CAA AAC GGT AAG AGG 

20 

(Taql) 

60 65 
AAC AGT ACT AAT AAC GGT TTA TTG TTC 
25 TTG TCA TGA TTA TTG CCA AAT AAC AAG 

70 

ATT AAT ACT ACT ATT GCT AGC ATT OCT 

30 

TAA TTA TGA TGA TAA CGA TCG TAA CCA 

75 80 
Sff GCT AAA GAA GAA GGG GTA C 3* 

CGA TTT CTT CTT CCC 5' 

(Kpnl) 



II. 5' CATGGA 3' 
3' GTACCTTCGA 

(Hindlll) 



BO 




(Pro) 


Lau 


Asp 




Arg 


L«u 


Thr 


(Tyr) 




III. 5' 


CT 


TTG 


GAT 


AAA 


AGA 


CTT 


ACG 


T 3' 




3' 


CAT GGA 


AAC 


CTA 


TTT 


TCT 


CAA 


TCC 


ATA 5' 



{Kpnl) <AccI) 



85 
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DHU-S^gminz IV 



Trlplett Nr. 
Aminos Sure 

Mucleotid Nr. 1 
Cod. Strang 5' CT 

nicht cod. Strang 3* 



AGA 
T 



0 


1 


Z 


3 


4 


5 


H«t 


Thr 


Tyr 


Thr 


Asp 


Cys 




10 




20 


ATC 


ACC 


TAT 


ACT 


CAC 


TGC 


XAC 


TCC 


ATA 


TCA 


CTG 


ACG 



18 



25 



30 



6 


7 


8 


9 


10 


11 


12 


13 


14 


15 


Thr 


Glu 


Ser 


Gly 


cin 


Asn 


LiSU 


Cys 


Lou 


Cys 






30 




40 






50 




ACT 


GAA 


TCT 


GGT 


CAG 


AAC 


CTG 


TGC 


CTG 


TGC 


TCA 


CTT 


AGA 


CCA 


GTC 


TTG 


GAC 


ACG 


GAC 


ACG 


16 


17 


18 


19 


20 


21 


22 


23 


24 


25 


Glu 


Gly 


Sdr 


A8n 


vai 


cys 


vxy 










60 






70 






80 




GAA 


GGA 


TCT 


AAC 


GTT 


TGC 


GGC 


CAG 


GGT 


AAC 


CTT 


CCT 


AGA 


TTG 


CAA 


ACG 


CCG 


GTC 


CCA 


TTG 


26 


27 


28 


29 


30 


31 


32 


33 


34 


35 


Lys 


Cy9 


119 


r Alt 


vJiy 






civ 


Glu 




90 






100 






110 




AAA 


TCC 


ATC 


CTT 


GGA 


TCC 


GAC 


GGT 


GAA 


AAG 


TTT 


ACG 


TAG 


GAA 


CCT 


AGG 


CTG 


CCA 


CTT 


TTC 


36 


37 


38 


39 


40 


41 


42 


43 


A it 


45 


Asn 


Gin 


Cys 


Val 


Thr 


Gly 


Glu 


Gly 


Thr 


Pro 






120 






130 






140 




AAC 


CAG 


TCC 


GTT 


ACT 


GGC 


GAA 


GGT 


ACC 


CCG 


TTC 


GTC 


ACG 


CAA 


TGA 


CCG 


CTT 


CCA 


TGG 


GGC 


46 


47 


48 


49 


SO 


51 


52 


53 


54 


55 


Lye 


Pro 


Gin 


S«r 


Kis 


Asn 


Asp 


Gly 


Asp 


Fhe 




150 






160 






170 




AAA 


CCG 


CAG 


TCT 


CAT 


AAC 


GAC 


GGC 


CAC 


TTC 


TTT 


GGC 


GTC 


AGA 


GTA 


TTG 


CTG 


CCG 


CTG 


AAG 


56 


57 


58 


59 


60 


61 


62 


63 


64 




Glu 


Glu 


Ilo 


Pro 


Glu 


Glu 


Tyr 


Lsu 


Gin 


Stp 






180 






190 




200 




GAA 


GAG 


ATC 


CCT 


GAG 


GAA 


XAC 


CTT 


CAG 


TAA 


CTT 


CTC 


TAG 


GGA 


CTC 


CTT 


ATG 


GAA 


GTC 


ATT 


Stp 
























210 
















TAG 


AGC 


TCO 






3' 










ATC 


TCC 


AGC 


AGC 


T 


5' 











55 
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Tabelle 2: Klonierungavektoren 



5 


Nr. 


pUC 






1 


19 


-£•••(1,75 kb a- Fragment) E- 




2 


18 


-K---(o-80-49)---T--(a-4a-8)---P- 


iO ■ 


3 


19 


-B-K---(a-80-49)--T---(a-48-8)--P---E- 


4 


3 


-B--- (H±^31-64)-S-Hc-Hd- 




5 


8 


-B— (Hlr31-64)-S-N>Kd- 




6 


12 


-B--- (Hir30-3) — -A---X-A- 


16 


7 


19 


.Hd-B---{Hir30-3)— -A-— K--(«-80-8) •••P•••E- 




8 


19 


-Hd-N-S---(Hir64-3)---A---K•••(a-80-8)• -P'-E 



MFa- Saguenzen Hirudin- Sequenzan 



AbkOrzungen fOr Rastrldlonadnzyme 

25 A =Accl 

B =BamHI 

E =EooRI 

He = Hindi 

Hd = HIndlll 

30 K = Kpnl 

N =Ncol 

P =P8tl 

3 =:Sall 

T =Taql 

35 X sXbal 



PatontantprOclM 

40 Pattntansprflclw f Qr fola«nd« VartragMtaaton : AT, BE, CH, DE, PR, GB. IT, LI, LU, NL, 8E 

1. HlrudtrHDertvatderAmlnosfiuresequenz 

0 1 10 
^ Leu- Thr - Ty r- Thr- Aap- Cys- Thr- Glu- Ser- Gly- Gin- Asn- Leu- Cya- 

20 

Leu- Cys- Clu- Gly- Ser- Aan* Val- Cya- Cly- Gin- Gly- Asn- Lys- Cya- 
w 30 40 

He- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly- Glu- Lys- Asa- Gin- Cy a- Val- Thr- Gly- 

50 

Glu- Gly- Thr- Pro- Lys- Fro- Gin- Ser- His- Asn- Asp- Gly- Asp- Phe- 

55 

60 

Glu- Glu- He- Pr -Glu*Glu-Tyr-L u-Gln 
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2. DNA, Godteiend fOr das Polypeptid mit der Ainlnos§ur&-Seqiienz nach Anspruch 1. 
ai Vektoran, enthaitand aina DNA-Saquanz nach Anspruch 2. 

4b Verfahren zur Heratelluns eines Polypeptlda nach Anspruch 1, dadurch gekannzelchnat da& man aina 
DNA nach Anspruch 2 In einer Wlrtszelle exprlmiert 

5l Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet, da& die Wlrtszelle eine Hefezelle ist 

e. Arznaimittal, gafcannzalchnat dutch einan Oahalt an dam Polypeptid nach Anspruch 1. 

PatentanaprOcha fOr ffolgandan Vartragaataal : OR 

1. DMA, codlarand fOr ain Hirudbi-Darivat dar Aminosflurssaquanz 

0 1 10 
Leu- Thr- Tyr * Thr- Asp- Cy s- Thr- Glu- Sor- Gly- Gin- Asn- Leu- Cy at* 

20 

Leu- Cya- Glu- Gly- Ser- Asn- Val- Cys- Gly- Gin- Gly- Asn- Lys- Cy a- 

30 40 
He- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly- Glu- Lys- Asn- Gin- Cys- Val- Thr- Gly- 

SO 

Glu- Gl y- Thr- Pro- Lys - Pro- Gin- Ser- HI s- Asn- Asp- Gly- Asp- Phe- 
60 

Glu- Glu- He- Pro- Glu- Glu- Tyr- Leu- Gin . 
2i VakbuBn, anthaltend aina DNArSequanz nach Anspruch 1 . 

3. Verfahren zur Herstellung eInes Polypepllda mit der In Anspruch 1 genannten Amlnosfluresequenz. da- 
durch galcannzaichnet daft man aina DNA nach Anspruch 1 in einer Wirtszaile exprlmiert 

4b Vsrfahran nach Anapruch 3, dadurch galosnnzaichnat, daS die Wlrtszalla aina Hataalla ist 

Patantanaprfleha fOr fblgandan Vartragaataal : E8 

1. Verfahren zur Httstellung ainas Hlrudln-Derlvats dar Aminosflurssaquanz 

0 1 10 
Leu- Thr- Tyr- Thr- Asp- Cys- Thr- Glu- Ser- Gly- Gin* Asn- Leu- Cys^ 

20 

Leu- Cys- Glu- Gly- S er- Asn- Val - Cys- Oly- Gin- Gly- Asn- Lys- Cys- 

30 40 
He- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly- Glu- Lys- Asn- Gin- Cys- Val -Thr- Gly- 

SO 

Glu- Gly- Thr- Pro- Lys- Pro- Gin- S er- His- Asn- Asp- Gly- Asp- Phe- 
60 

Glu-Clu- Ila-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln, 
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dadursh gekennzeichnet, da& man eine DMA, die IQr dieaes Polypeptid oodiert, in einer Wirtszelle 
exprtmiert 

2. Varfahren naeh Anspruch 1 , dadurch gatonnzalchnet, daft dia Wblszalla aina Hataalla ist 
Clalma 

Clalma fdr tha following Contracting Stataa : AT, BE. CH, OE, FR, GB, IT, Li, LU, NL, 8E 

1. A hirudin derivativa with tha amino add saquenoa 

0 1 10 
Leu-Thr-Tyr-Thr--Asp-Cy8-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-AflD-Lett- 

20 

Cys-Leu-CyB-Glu-Gly-Ser-Afln-Val-KJys-Gly-Gln-Gly-ABti-- 

30 

Lys-Cys-Ile-LeuHSly-Ser-Aap-Gly-Glu-Lys'-Asn-Gla-CyB- 

40 50 
Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lya-Pro-Gln-Ser-His-Aan- 

60 

Asp-Gly-Asp-Phe^-Glu-Glu-Ile-Pro-Gla-Glu-Tyr^Lea-Gln. 

2. DMA coding for tha polypaptida having tha amino add saquanea aa daknad In dalm 1. 

3. Vadora containing a DMA aaquenoa aa daimad in dalm 2. 

4. A prooass for tha preparation of a polypaptida aa daimad in dalm 1, which oomprlaaa axpreasion of a 
Dh4Aa8 daimad in dalm 2 in a hoat cdl. 

5. Thaprocaa8aadaimadindalm4, wharainthahostcaiitaayaaatceil. 
ft, A pharmaceutical containing a pdypeptlde as dabned In dalm 1 . 
Clalma for tha following Contracting State : OR 

1. DNA coding for a hirudin derivative with the amino add aequence 
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0 1 10 
Len"Thx-Tyr--Thr-Asp-CyB'-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Iieu- 

20 

Cys-Lou-Cya-Glu-^ly-Ser-Afltt-Val-Cya-Giy-Gln-Gly-Asn- 
30 

Lyfl-Cy8-Ile-»Leu-Gly-Ser-ABp-Gly*-Glu-*Ly8-Asn«-Gln*-Cy8- 

40 50 
Val-Thr-Gly-Gltt-^ly-Thr-Pro-Lye-Pro-Gla-Ser-His-Aan- 

60 

A8p-Gly-A8p-Ph«-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln» 
Z Vactora containing a DNAaaquanoa as dalmad In dabn 1. 

aL A proeasa Ibr tha piaparatlon of a polypeptida with tha amino add aaquanca mantionad In dalm 1 , which 
comprisaa axpraaalon of a DNAaa dabnad In dalm 1 1n a host call. 

4 The prooesa as dakned In dalm 3^ wherein the host oell is a yeast cdl. 
Claims for tha followlns Contraetln9 State : E8 

1. A process for the prepaFstion of a hhudin derivative with the amino add sequence 

0 1 10 
Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cya-Thr-Gltt-Ser-Gly-Gln-'Aan-Iieu- 

20 

Cy 8*Lea-Cy 8 -Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cya-Gly-Gln-Gly-Aan- 
30 

Ly8*Cy8--Zle<-LauH31y-Sar-A8p-<3ly-Gla«Ly8-A8nH31n--Cys- 

40 50 
Val«Thr--Gly*Glu--Gly**Thr-Fro--Ly8--Fro«-Glii-Ser«»Hi8-*Asn** 

60 

A8p-GXy-Aap-Ph6-<Slu-GXu-Ile-Pro«-61a-Glu-Tyr-Leu-Gln, 

which comprises exprasalon ofa DMA which codas for this pdypaptlda to a host oell. 

2. TlM process as datoiad In dalm 1 , wharato tha host call la a yeast cell. 

Revendleatlona 

Revsndlcations pour lea Etata eentraetanta auivants : AT, BE. CH, DE, FR, GB, IT, U. LU. NL« 

8E 

1. DMv6d i'hlrudina, da sAquanca d'amlnoaddaa 
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0 1 10 

L u-Thr^Tyr-Thr-Aap-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Aan-Leu-CyS' 

20 

Leu-Cya-Glu-Gly-Ser-Aan-Val-Cys-Oly-Glfi-Gly-Asn-Lys-Cys- 

30 40 
He-Leu-Gly-Ser-Aflp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly- 

50 

Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Giy-Asp-Phe- 
60 

Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln. 

Z ADN, oodant pour ie potypaptidfl ayant la a^quenee {faminoaddaa aelon la rrandicatlon 1. 
3. VadBuiB, contanant una &6quanc6 d'ADN aalon la ravandicatbn 2. 

4 Proo6d6 pour prdparer un polypeptide sdon la levendication 1 , caract6ris6 en ce qu'on exprime un AON 
aelon la revendlcatlon 2. dam une cellule hdta 

5l Proo6d6 aelon la ravendicatton 4, caracttria6 en ca que la oelluia hflto eat une cellule de levura. 

SL MMicament, caredAfM par une teneur en polypeptide selon la ravendlcatlon 1 . 

Revandlcatiena pour I'Etat contractank aulvant : GR 

1. ADN. codant pour un dMvA de I'hirudlne, de a6quence d'aminoaddea 

0 1 " 10 

Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Olii-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys- 

20 

Leu-Cys-Glu-Oly-Sar-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys- 

30 40 
Ile-LBu-Gly-Sor-Jtop-Gly-Glu-Lya-Asn-Gln-cys-Val-Thr-Gly- 

50 

Glu-^ly-mir-Pro-Lya-Pro-Oln-aer-Hls-Aan-Aap-Gly-Aap-Pho- 
60 

Glu-Glu-Zl -Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln. 
Z Vedeuis, oontenant une e6quence d'ADN eelon la revendlcatlon 1 . 
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a. ProG^dd pour prdpaiBT un poiypeptkto ayant la a^uenoe d'aminoackies cit6e dans la revendicatlon 1, 
carad^fisd en ce qu'on exprime un ADN selon la revendlcation 1 * dans une cellule hdta. 

4b ProcM6d6lonlarBv8ndication3,cafact6ria6 6ncaqu6laGdllulehdte6^^ lavura. 

Revandicatlona pour I'Etat eentraetant suivant : E8 

1. Proc6d« pour preparer un dMv6 da I'hirudlna, da a6quance tfandnoaddaa 

0 1 10 
Lou-Thr-Tyr-Thr-Aap-Cys-Thr-Qlu-Sar-Gly-Gln-Asn-Lou-Cya- 

20 

Leu-Cys-Glu-Oly-Sor-Aan-Val-Cys-Oly-Oln-Gly-ABii-LyB-Cyfl- 

30 40 
Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-aiy-Glu-Lya-Aan-Qln-C3f8"Val-Thr-Qly- 

50 

6lu-Gly-Wir-Pro-l-y8-Pro-Gln-8or-Hl«-Asn-Asp-01y-A»p-Pho- 
60 

Glu-01tt-Zle-Pro-01u-aiu-Tyr-Leu-Gln# 

cmct6ris4 en ce qu'on exprime un ADN, code pour oe polypeptide, dana une cellule N^te. 
Z Proo6d4 selon la revendlcation 1. c»actdfis6 en ce que ia cellule hOCe eat une cellule de levure. 
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Fig- 1 

EccRI Hindi 11 PstI 
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